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GLOSARIO

IBP Ibuprofeno

rGO Oxido de grafeno reducido
uv Ultravioleta

Vis Visible

IR Infrarrojo

rGO@Au Oxido de grafeno reducido funcionalizado con nanoparticulas de oro

HPLC Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (High Performance Liquid
Chromatography)

MS Espectrometria de Masas (Mass Spectrometry)



RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD FOTOCATALITICA DEL NANOCOMPOSITO
(rGO@Au) EN LA DEGRADACION DE CONTAMINANTES EMERGENTES.

Autores: OSCAR MAURICIO AREVALO GELVEZ

MARIA FERNANDA ORTIZ MENDOZA!

Palabras clave: Contaminantes emergentes, Degradacion, Absorcion, Fotocatalisis Heterogénea,
Oxido de grafeno reducido funcionalizado con nanoparticulas de oro (rGO@Au), IBP, Re-

cristalizacion, Espectroscopia IR y UV-vis, HPLC, MS.

DESCRIPCION

Para la evaluacién de la actividad fotocatalitica de nanocomposito de 6xido de grafeno reducido y
nanoparticulas de oro en la degradacién de IBP se plantearon tres etapas de Investigacion.
Inicialmente, se llevé a cabo un pretratamiento de tabletas comerciales de IBP de 800 g marca
Genfar, a través del desarrollo de un protocolo de Re-cristalizacion. Este proceso permitio la
eliminacién de un alto porcentaje de excipientes. La extraccién del principio activo se corroboro a
través de técnicas de caracterizacion como Espectroscopia IR donde se analizaron los grupos
funcionales propios de la molécula de IBP y la Espectroscopia UV-vis la cual muestra la banda
correspondiente de este medicamento.

Para continuar con la evaluacion de la dinamica de Degradacion se procedié a la construccion de
una curva de calibracién mediante la preparacion de una solucion madre de IBP, seguida de
disoluciones de esta misma en agua Milli-Q®. con y sin la adicion de peroxido de Hidrogeno como
iniciador (H202). Para dar inicio al protocolo de degradacion del medicamento se partié de una
disolucion de IBP de 10mg/L (con y sin H202), suministrando catalizador en tres diferentes cantidades
(80, 160 y 240 mg/L), bajo luz solar y en oscuridad por un lapso total de 2 horas. Las muestras fueron
analizadas por Espectroscopia UV-vis permitiendo seguir el comportamiento de la concentracién del
IBU. La tendencia, aunque fue decreciente, por expectativa de hallazgo de nuevos subproductos en
la reaccion se empled la Cromatografia liquida de alta resolucion e inyecciéon directa por
Espectréometro de masas. Finalmente se concluyd, que el nanocomposito favorece la mineralizacion
del farmaco, asi como que la adicién del peréxido de hidrégeno incrementa la cantidad de IBP
removido.

" Trabajo de grado
T Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D. Hernando
Guerrero Amaya. Codirectores: Ph.D. Enriqgue Mejia Ospino, Ph.D. Luz Marina Ballesteros Rueda
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DESCRIPTION

The evaluation of the photocatalytic activity of the rGO@Au nanocomposite was developed in three
general states. Initially, a pretreatment of commercial tablets of IBP of 800 g Genfar brand was carried
out, through the development of a re-crystallization protocol. This process allowed the elimination of
a high percentage of excipients. The active principle extraction was corroborated through
characterization techniques like IR spectroscopy, with which was analyzed the functional groups of
the IBP molecule and UV-vis spectroscopy, that showed the corresponding band of this drug.

To continue with the evaluation of the degradation dynamics we proceeded to the construction of a
calibration curve, which was preparing by a stock IBP solution, followed by solution of it in Milli-Q®
water, with and without the addition of hydrogen peroxide as initiator (H202). The drug degradation
protocol started with IBP solution of 10mg/L (with and without H202) providing three different
concentrations of catalyst (80, 160 y 240 mg/L), under sunlight and in darkness for 2 hours. The
samples were analyzed by UV-vis spectroscopy and HPLC, which allowed to follow the behavior of
the IBP concentration. The trend, even when it was decreasing, due to the expectation of finding new
byproducts in the reaction, was made using High performance liquid chromatography and direct
injection by mass spectrometer. Finally, it was concluded that the nanocomposite promotes the
mineralization of the drug, as well as the addition of hydrogen peroxide increases the IBP amount
removed.

* Degree work
§ Faculty of Physicochemical Engineering. Chemical Engineering School. Director: Ph.D. Hernando
Guerrero Amaya. Co-directors: Ph.D. Enrique Mejia Ospino, Ph.D. Luz Marina Ballesteros Rueda



1. INTRODUCCION

Uno de los mayores desafios del siglo XXI es la situacién actual de los recursos
hidricos en el planeta. EI Grupo del Banco Mundial (GBM) se encuentra
comprometido en el desarrollo de la infraestructura como iniciativa para garantizar
no solo el acceso al agua potable sino un crecimiento econémico y un medio

ambiente sostenible en cada pais ['.

El acceso al agua es una de las necesidades humanas basicas y un compuesto
irremplazable en la mayoria de las actividades econdmicas, como la agricultura, la
ganaderia y la industria. Siendo estas actividades las que empeoran la calidad de
los recursos hidricos, reduciendo la disponibilidad de agua dulce e impactando

negativamente los suelos y los ecosistemas terrestres y marinos.

Segun el informe sobre recursos hidricos del afio 2015 de la UNESCO 1, el 20%
del agua total existente en el mundo esta siendo sobreexplotada, repercutiendo
gravemente en el hundimiento del suelo y permitiendo la entrada de agua salada a

fuentes potables.

Por otro lado, el informe anteriormente mencionado, anticipa que el planeta tierra
para alrededor del afio 2030, tendra que enfrentarse a la carencia de un 40% de
agua y para el ano 2050 habra un aumento del 55% en la demanda mundial de agua
debido principalmente al crecimiento urbano en los paises del tercer mundo,
desencadenando la migracion de personas a otras zonas en busqueda de reservas

hidricas y nuevas tecnologias que satisfagan sus necesidades 2.

El Estudio Nacional del Agua (ENA) realizado por el Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales de Colombia (IDEAM) ha declarado que en
Colombia se presenta una situacion bastante particular referente a la oferta hidrica
del pais, ya que esta supera enormemente a la mundial y triplica a la que se

presenta a nivel de Latinoamérica, convirtiendo al pais en uno de los mas ricos



respecto al tema de recursos hidricos distribuidos en la demanda poblacional e

industrial 3!,

Por el contrario, el director del IDEAM, Ricardo José Lozano, explica que la cantidad
de agua potable que posee Colombia no es suficiente, ya que mas de la mitad de la
poblacién se encuentra ubicada en lugares donde no hay completa disponibilidad
del recurso, como la zona Andina y el Caribe B¥l. Ademas, no se cuenta con la
infraestructura necesaria y segura que garantice su distribucion. Respecto a la
calidad de las diferentes fuentes se ve afectada por contaminantes como lo son las
aguas residuales con presencia de residuos liquidos y solidos, provenientes de
actividades domésticas e industriales.

La contaminacion de los recursos hidricos, segun la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS), se define como cualquier alteracion fisica, quimica o biolégica que dé
como resultado una disminucion de la calidad del agua provocando efectos

adversos en los organismos vivos, de tal manera que impide su uso vy disfrute.

La disminucion en la calidad del agua en Colombia, es proveniente de los
vertimientos de aguas residuales de uso doméstico, agricola e industrial sin previo
tratamiento, presentandose cifras de materia organica, fertilizantes, plaguicidas,
hidrocarburos y sustancias quimicas que causan dano a flora y fauna, teniendo
como consecuencia la desaparicion de ciertos ecosistemas, proliferacion de

enfermedades gastrointestinales y mutaciones en humanos y animales ¥,

La toxicidad representa el riesgo mas relevante de estas sustancias en fuentes
hidricas, ya que genera desde simples alergias y dolores hasta llegar a causar la
muerte. Asimismo, se puede hablar de la acumulacion de sustancias nocivas como
plaguicidas en el cuerpo de animales y de los dafos irreparables ocasionados por
la afinidad y persistencia de ciertos compuestos durante meses o anos, los cuales
requiere tratamientos especiales para su degradacioén y/o eliminacion.



Los contaminantes emergentes son aquellos presentes en recursos hidricos (lagos,
lagunas, mares) que aun no se encuentran regulados en la mayoria de paises,
debido a que se encuentran en concentraciones bajas °l. Dentro de los cuales se
encuentran productos farmacéuticos como antibiéticos, esteroides, antidepresivos,
analgésicos y anti-inflamatorios, igualmente productos de higiene y cuidado
personal como detergentes. Estos proceden de medicamentos vencidos, residuos
hospitalarios y excreciones humanas [¢l. Actualmente se buscan estrategias para
enfrentar la problematica relacionada con la presencia de los mismos, puesto que
las plantas convencionales de tratamiento de aguas o estaciones depuradoras de
aguas residuales urbanas (EDAR) no estan disefiadas para eliminarlos
completamente, por lo que su presencia representa un peligro eminente y motivo de
gran preocupacion para la salud y seguridad no solo de los seres humanos, sino
principalmente para la biodiversidad de flora y fauna del medio ambiente acuaticol’l.

El Ibuprofeno (IBP) es uno de los contaminantes emergentes que estan tomando
mayor interés y se ha comenzado su medicion alrededor del mundo como puede
observarse en la tabla 1 B El IBP pertenece al grupo de contaminantes
“pseudopersistentes”, a pesar de que tiene una persistencia baja (3,1 - 7 dias), la
concentracion del mismo es rapidamente recuperada por la fuente debido a su alto

consumol®l,

Tabla 1. Recopilacion de datos de concentraciones de IBP en medios acuaticos y aguas residuales

Localizacién IBP [ng/L] Ref.
Espana 198 [10]
Hungria 15 [11]

Italia 10 [12]
Colombia 405 [13]
EE. UU 200 [5]

China, EDAR 685 [14]

Canada, EDAR 348-773 [15], [16]

Norte América 0-34 [17]
Europa 14-44 [17]

Asia y Australia 28-360 [17]

Dentro de los tratamientos para descomponer estos contaminantes se encuentran
los procesos avanzados de oxidacion (POA’s), los cuales estan basados en la

generacion de especies radicales altamente oxidantes (OH*, 0,, HO;) 1. Los



radicales disocian H de los compuestos donde estos reaccionan con 0, para formar
un radical peroxil (ver E1) o en otro caso se produce la transferencia al radical
hidroxilo (ver E2), produciendo reacciones de degradacién que llevan a la

mineralizacion del contaminante.

Entre los POA’s se encuentran: procesos no fotoquimicos como la ozonizacion en
medio alcalino (0;/OH~) y con peréxido de Hidrégeno (05/ H,0,), reaccion de
Fenton (Fe?*y H,0,), oxidacion electroquimica y radidlisis; y procesos fotoquimicos
como la reaccién foto-fenton y la fotocatalisis heterogénea usando radiacion UV o
luz solar junto con catalizadores como el Ti0,, siendo este uno de los mas usados
en la degradacion de farmacos "8l [19],
R*+ 0, - RO, (E1)
RX+ *OH - RX't + OH~ (E2)[R9

La fotocatalisis heterogénea se basa en iniciar una serie de reacciones quimicas
mediante la irradiacion de un semiconductor nanométrico con luz (principalmente
UV, solar), donde se produce un par electrén-hueco generando en la superficie del
catalizador radicales hidroxilo 2.

El diéxido de titanio (Ti0,) es el fotocatalizador mas ampliamente estudiado en la
degradacion de IBP. Sin embargo, el uso de este fotocatalizador mostré que este
tipo de reaccién desencadena subproductos mas estables 22231 convirtiéndolos en
sustancias aun mas toxicas (ocasionando efectos adversos en las células, tejidos y
sistema nervioso de animales y el ser humano), que el mismo IBP [24-1261 | g anterior
situacién crea la necesidad de identificar y utilizar nuevos fotocatalizadores que

degraden de manera efectiva este contaminante.

Con el fin de mejorar la fotodegradacion del IBP se depositan nanoparticulas de
metales nobles (Au) en la superficie de un semiconductor (6xido de grafeno), las
cuales cumplen el papel de co-catalizador permitiendo la produccion de un par
electron-hueco (figura 1) 7. A razon de esto, se plantea el uso de un nuevo
nanocomposito de 6xido de grafeno reducido con nanoparticulas de oro (rGO@Au).



Figura 1. Esquema del proceso de Fotocatalisis heterogénea empleando semiconductores
modificados con nanoparticulas de oro para la degradacion de contaminantes en medio acuoso.

Luz

UV-visible Semiconductor

co Banda de H'+OH

valencia

C = Contaminante
CO = Forma oxidada del contaminante

Fuente: R. Zanella, “Aplicacion de los nanomateriales en catalisis”, MundoNano, vol. 7, nim.
12, pp. 6682, 2014.

La resonancia del plasmon de la superficie del oro tiene como efecto la absorcidon
de la luz visible (alrededor de 520 nm), permitiendo la reaccion fotocatalitica [?. La
luz incide sobre las nanoparticulas de oro, donde los electrones oscilan y los fotones
son absorbidos [,

Segun el estudio realizado por Hou y Cronin ?71, en la degradacién fotocatalitica, los
electrones reducen el oxigeno adsorbido para formar iones superoxido 0, . Los
radicales superdxido reaccionan con H,0, produciendo radicales H,0" altamente
reactivos. Luego, cada radical H,0* reacciona con H* y genera radicales OH*, los
cuales son los encargados de la oxidacién con el contaminante (IBP), y da como

resultado los productos degradados o la mineralizacion B0,

Ante la situacion de generar alternativas para el manejo y la eliminacion de estos
compuestos, el presente trabajo se centra en analizar la actividad fotocatalitica del
nanocomposito rGO@Au en la degradacion del IBP como contaminante emergente.
Para este proposito se busca cumplir objetivos como la aplicacién de un protocolo
para la recristalizaciéon del IBP en presentaciéon de tabletas comerciales y su

posterior caracterizacion, realizacion de las respectivas curvas de calibracién de



disoluciones acuosas de IBP, asi como la evaluacion de la dinamica de degradacion
variando la cantidad de nanocomposito empleado y el posterior analisis de los
posibles subproductos generados en el transcurso de la reaccion.



2. METODOLOGIA

Para la presente investigacion, se estipularon 3 etapas con el fin de evaluar la
actividad fotocatalitica del nanocomposito y ademas analizar como la concentracion

de este afecta la velocidad de la degradacion como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Diagrama de las etapas metodoldgicas del presente trabajo
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2.1 PROTOCOLO DE EXTRACCION DEL IBP

En la figura 3 se muestra la estructura quimica del IBP (Acido 2-(4-Isobutilfenil)
propionico), siendo un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo, con propiedades
antipiréticas y analgésicas. Este compuesto activo es uno de los mas usados a nivel

mundial, debido a que reduce los sintomas de la inflamacion, alivia el dolor y la
fiebre B,

Figura 3. Estructura quimica del IBP.

OH
CH

H,C

Fuente: L. Ferrando-Climent et al., “Comprehensive study of ibuprofen and its metabolites in

activated sludge batch experiments and aquatic environment”, Sci. Total Environ., vol. 438, pp. 404—
413, 2012



2.1.1 Recristalizacion del IBP. El IBP es comercializado generalmente en forma
de tabletas, en diferentes presentaciones recubiertas con peliculas de polimeros.
Estas tabletas suelen contener otros compuestos a parte de su principio activo,
conocidos como excipientes, lubricantes, aglutinantes y rellenos. A fin de separar el
principio activo se realizo el protocolo de re-cristalizacion con base al utilizado en el
manual de practicas de laboratorio de quimica organica de la escuela de quimica
(UIS). Se utilizaron 6 pastillas de IBP marca Genfar de 800 mg, las cuales fueron
pesadas y maceradas. Una vez los compuestos tuvieron un tamafo de particula
menor, fueron trasvasados a un Erlenmeyer donde se adicionaron 90 mL de acetato
de etilo. Esta mezcla se agité durante 30 minutos a una velocidad de 160 rpm y a
una temperatura de 60°C, con el fin de disolver completamente el medicamento.
Posteriormente, se filtr6 la solucidn para eliminar los excipientes, la disolucidon
resultante fue adicionada a un embudo de decantacion y se le agregaron 60 mL de
una solucién de NaOH en una concentraciéon de 1M. Una vez formadas las dos
fases, se separo la mezcla acuosa en un vaso de precipitado, a esto se le adicioné
bajo agitacién constante una solucion 2M de HCl con el objetivo de bajar el pH hasta
3. Finalmente, se refrigerd la solucion con el fin de favorecer la nucleacion. Una vez
los cristales se formaron, se procedié a separar el IBP por medio de filtracion. ]

2.1.2 Caracterizacion del IBP recristalizado. Con el fin de verificar si el
compuesto activo fue correctamente separado de los excipientes se procedio a

hacer los siguientes analisis:



2.1.2.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). FTIR es
una técnica de caracterizacion ampliamente utilizada en el analisis cualitativo y
cuantitativo de diferentes especies moleculares, tanto organicas como inorganicas.
Para que ocurra absorcion de radiacion IR, debe haber un cambio neto en el
momento dipolar de la molécula, como consecuencia de pequehas variaciones
entre los estados vibracionales y rotacionales de las mismas. Hay intervalos de
frecuencias en el espectro infrarrojo medio, bajo las cuales la absorcion de energia
por parte de las especies moleculares es maxima, teniendo como resultado, zonas
donde hay altas probabilidades de que la sefial se deba a las vibraciones de ciertos
enlaces de grupos funcionales. Los espectros infrarrojos fueron producidos en un
equipo LABPTG ATR con médulo incorporado con diamante para ISSO, en un rango
de numero de onda entre 4000 y 400 cm™', con una resolucion de 7 cm'. La muestra
de IBP fue pulverizada con el fin de evitar los efectos de dispersion de la radiacion
[34],

2.1.2.2 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis). Esta técnica de
caracterizacion es la usada en el analisis cuantitativo de sustancias a nivel mundial,
debido a que dispone de una obtencion de datos sencilla, una selectividad alta y es
aplicable para compuestos organicos e inorganicos. La absorcion de radiacion UV-
vis por parte de las especies atdmicas y moleculares genera excitacion electronica.
En los compuestos organicos la absorcién de radiacién electromagnética genera
excitacidon de los electrones de valencia llevandolos a estados de energia superior,
esta transicion se da en los electrones n y © al estado excitado r*, esto se da gracias
a la presencia de grupos funcionales no saturados que aportan los orbitales =. Este
tipo de espectroscopia es basada en la medicién de la absorbancia A (ver E3) o
transmitancia T de soluciones homogéneas que se encuentran al interior de celdas
transparentes que recorren una trayectoria b. Bajo ciertas limitaciones, la
concentracion de una especie quimica c¢ es directamente proporcional a la
absorbancia segun la ley de Beer-Lambert:

A =—logT = ebc (E3)



Siendo € una contante de proporcionalidad llamada absortividad molar o coeficiente
de extension molar y su valor depende del analito utilizado.¥ Los espectros UV-vis
fueron adquiridos en un espectrofotometro UV-vis Hewlett packard 8453, en un
barrido espectral de 190 a 700 nm, ademas fue empleada una celda de cuarzo con
un paso optico de 1 cm. El IBP fue disuelto en agua Milli-Q®.

2.2 EVALUACION DE LA DINAMICA DE DEGRADACION

2.2.1 Preparacion de la curva de calibracion. La preparacion de la solucion stock
IBP con una concentracion de 20 mg/L se realiz6 el siguiente procedimiento:
= Se transfirieron 2mg de IBP recristalizado a un balon de 100 mL y se aford
hasta la marca con agua Milli-Q®.
» Debido a la baja solubilidad del IBP en el agua 1 fue necesario
homogenizar la mezcla por medio de agitacion magnética con una

velocidad de 800 rpm durante 10 h.

A partir de la solucidn stock se prepararon en balones aforados de 10 mL, siete
disoluciones acuosas con un rango de concentraciones entre 2,5y 17,5 mg/L y
subsiguientemente, analizadas por espectroscopia UV-vis para la realizacion de la

curva de calibracion**.

2.2.2 Evaluacion de la degradacion del contaminante emergente. Aun cuando
las concentraciones de compuestos farmacéuticos en cuerpos grandes de aguas
son bajas (entre ng/L y ug/L)® B8l en la presente investigacion se empled una
concentracion inicial de 10 mg/L de IBP con el fin que los posibles subproductos de
degradacion sean generados en cantidades suficientes para ser detectado por las
técnicas analiticas utilizadas. 1371 [38, [17]

El nanocomposito de oxido de grafeno reducido con nanoparticulas de oro
(rGO@Au) fue suministrado y previamente caracterizado por el Laboratorio de
Espectroscopia Atémica y Molecular (LEAM) B9, En cada experimento 2, 4 y 6 mg

" Para construir la curva de calibracion que contiene H20: (iniciador), fueron agregados a cada baldn
aforado de 10 mL, 4 pL de H20:2 (Perdxido de Hidrogeno analitico al 30% p/p). El blanco utilizado fue
una solucidon acuosa del iniciador, en la concentracién empleada anteriormente.
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de catalizador (80, 160 y 240 mg/L) se dispersaron en 25 mL de la solucion inicial,
estos valores fueron tomados con base en el intervalo empleado por investigaciones

anteriores!®’l [0l 411 Todos los tratamientos fueron llevados a cabo por triplicado.

La oxidacion fotocatalitica del IBP fue realizada bajo la exposicion de luz solar
directa durante 3 h, en vasos de precipitado. El seguimiento de la reaccion fue hecho
mediante espectroscopia UV-vis, tomando una alicuota de 3 mL previamente filtrada
(Filtro de jeringa 0.22um, 8 = 25mm), cada 20 min en el transcurso de las tres horas

donde se realizo el seguimiento de la reaccion.

2.2.2.2 Protocolo de degradacion del IBP con un iniciador. El protocolo anterior
fue repetido utilizando un iniciador con el fin de mejorar el proceso de degradacion.
Para lo anterior se adiciond 10uL de peroxido de hidrégeno ( H,0,; 30% p/p en

solucién) como iniciador de la reaccion. 42 1431

2.3 EVALUACION DE LA GENERACION DE SUBPRODUCTOS DE
DEGRADACION POR HPLC Y MS

En la presente seccion, se describen los equipos y los procedimientos a seguir para
el analisis de la degradacion del contaminante emergente y la formacion de los

subproductos del proceso de degradacion.

2.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Este es el método de
analisis por separacion mas ampliamente utilizado, ya que permite la identificacion
y el estudio cuantitativo de componentes estrechamente relacionados. En esta
técnica los analitos son disueltos en una fase mdévil liquida, la cual es forzada a
atravesar una columna que contiene en su interior una fase estacionaria, de manera
que dependiendo de la afinidad quimica ciertos componentes de la mezcla son
fuertemente atraidos. Teniendo como resultado de las distintas velocidades de
migracion, la separacion de las especies, las cuales evacuan la columna a
diferentes tiempos de retencion 4,

Para la determinacién y cuantificacion del IBP y los posibles subproductos de
degradacion se emple6 un HPLC (serie HITACHI, Elite Lachrom LCU 122), el cual
consistio en una bomba L-2130 (Hitachi, Japén) y un detector de absorbancia
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ultravioleta L-2400, equipado con una columna ZORBAX Eclipse XDB C-18 (4.6 x
150 mm, 5 ym). La fase movil es una solucién acuosa de acido ortofosférico al 1%
(Disolvente A) y acetonitrilo (Disolvente B) con una relacién de gradiente como se
muestra en la tabla 2. La fase mévil fue inyectada en la columna bajo un caudal de
1mL/min y a una temperatura de 25 °C. El detector de absorbancia fue usado a una
longitud de onda de 220 nm. ¥4

Tabla 2. Relacion de gradiente de la fase movil (acido ortofosférico/acetonitrilo)

Tiempo A/B
[min] [%]
0 95,0/5,0
1 10,0/90,0
4 10,0/90,0
5 10,0/90,0
8 95,0/5,0
10 95,0/5,0

2.3.2 Espectrometria de masas (MS). Esta técnica analitica, es empleada en la
identificacion de los elementos presentes en una muestra, mediante un equipo que
produce iones y los dispersa dependiendo de su relacion masa/carga (m/z). Los
resultados de la espectrometria de masas proporcionan una mayor sensibilidad y
precision a los hechos por el HPLCP4., La identificacidn de los posibles subproductos
de degradacion fue llevada a cabo en un espectrémetro de masas (amaZon X,
Bruker, Alemania) inyectando directamente 5 pL de la muestra, bajo una velocidad
de flujo del gas nebulizador (N,) de 1,5 L/min y una temperatura de la fuente de
iones mantenida a 200 °C. [23 [43]
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 PROTOCOLO DE EXTRACCION DEL IBP
3.1.1 Recristalizacion del IBP. Con base en los valores reportados en la tabla 3,
se puede concluir que el principio activo separado, corresponde al 53% del peso

total de la pastilla. Asimismo, la extraccién y purificacidon del IBP obtuvo una
eficiencia del 81%. (ANEXO A).

Tabla 3. Datos de la recristalizacion del IBP

Peso Inicial de | 5o, tosrico 1Bp | PeSO real delos | oo 1oal del IBP
las tabletas [a] excipientes [a]

[g] [g]

7,338 4,800 3,002 3,886

3.1.2 Caracterizacion del IBP re-cristalizado. En la Figura 4 se evidencia el
espectro IRTF del IBP re-cristalizado (sin excipientes) asi como el espectro del IBP
en tabletas genéricas (con excipientes). Con el fin de comparar estos dos espectros,
la Tabla 4 resume los principales picos de absorbancia identificados en el espectro
infrarrojo del IBP re-cristalizado de la Figura 4.

Inicialmente, la principal diferencia entre los espectros graficados en la Figura 4 es
que se identifica una banda ancha en la region de las vibraciones OH (pico 1)
referente a moléculas de agua, absorbidas en el medicamento durante el proceso
de re-cristalizacion (sin excipientes), a diferencia del espectro infrarrojo del IBP con
excipientes en que no esta presente. Adicionalmente, se muestra una banda fuerte
en 2954 cm™ del IBP, el cual se asigna al estiramiento de los CH3s (asymmetric
stretching). De igual forma un pico de alta intensidad es observado en 1720 cm,
atribuido al estiramiento del carbonilo C=0, del grupo carboxilo COOH 8l este se
ensancha para el ibuprofeno recristalizado debido a que se solapa con las
vibraciones del agua que aparece en aproximadamente 1669 cm™ y uno en 1230
cm™' del enlace C-C (stretching).

Otras de las bandas fuertes se muestran en 779 cm™" atribuido a la vibracién del CH-

tipo rocking, en 2869 cm-' tipo asymmetric stretching y en 522 cm-' tipo in plane
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rocking. Las bandas visualizados en el espectro del IBP re-cristalizado son los
mismos que se identifican en el espectro IR de IBP puro (Ver ANEXO B). Por otro
lado, bandas de bajo rendimiento representan grupos funcionales para la vibracion
C-O streching (1183 cm™') y CH> scissoring (1462 cm-), valores similares se pueden

identificar en los espectros de IBP con excipientes y en el de IBP de alta pureza. 47}
48]

Tabla 4. Frecuencias caracteristicas de los grupos organicos presentes en el IBP re-cristalizado

Banda Grupo funcional “7 Tipo de vibracién 8 Frecuencia [cm™]
1 OH Estiramiento H-O-H 3301
debido a la humedad de
la muestra
2 CHs Asymmetrical stretching 2954
3 CHz Symmetrical stretching 2868
4 C=0 stretching 1720
5 Aromatic C=C stretching 1507
6 CHs Asymmetrical 1462
CH2 deformation,
scissoring
7 =C-H Plane deformation 1268
8 C-C stretching 1230
9 C-0 stretching 1184
10 CHs Rocking vibration 935
11 CH: Rocking 779
12 C=Crring, stretching, 747
C-C Skeletal vibration
13 CHz In plane rocking 521

Figura 4. Espectro infrarrojo del IBP recristalizado
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Los espectros UV-vis de la disolucién acuosa de IBP (figura 5) exhiben una banda
con un maximo de absorcién a una longitud de onda de 221 nm, la cual corresponde
al valor reportado en la literatura y sera el escogido para el seguimiento de la
reaccion por espectroscopia UV-vis #9 B0 Bl Esta banda se debe a la
superposicion de transiciones electronicas m— n*, una correspondiente al grupo

carbonilo y otra atribuida al grupo fenilo.4

Figura 5. Espectro de absorbancia UV-vis de una solucion acuosa de IBP a una concentracion de
10mg/L
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3.2 EVALUACION DE LA DINAMICA DE DEGRADACION

3.2.1 Curva de calibracion por espectroscopia UV-vis. En la figura 6 se observa
qgue la concentracion posee una relacion lineal con la absorbancia de la banda 221
nm para las soluciones acuosas de IBP en un intervalo de concentracion entre 0 y
20 mg/L. Ademas, el valor del coeficiente de regresion lineal obtenido es de 0,9991,
corroborando que se ajusta bien a este tipo de modelo matematico. Tanto el
espectro de absorbancia UV-vis, como la curva de calibracion no presentaron
cambios significativos una vez fue agregado el peroxido de hidrégeno como se
puede observar en el ANEXO C.
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Figura 6. Curva de calibracion de disoluciones acuosas de IBP
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3.2.2 Analisis de la degradacion del IBP

En la figura 7 se evidencia una disminucion de la concentracion del IBP con respecto
a la magnitud de la misma variable al comienzo de la reaccion (10 mg/L), en el
transcurso de 3 h. En adicion, se muestra un evidente cambio en la velocidad de
remocién del medicamento debido al nanocomposito, en comparacion con el

proceso de fotdlisis directa (Luz sin catalizador).

Igualmente se observa que para la prueba en la cual el catalizador fue puesto en
oscuridad ocurre una remocion del 42% de la concentracion inicial del farmaco
transcurrido los primeros 80 min, debido al proceso de adsorcion. A partir de este
momento se presenta un comportamiento aproximadamente constante, ya que el
nanocomposito alcanza la saturacién. Por otro lado, cuando el rGO@Au es
expuesto a la luz solar ocurre una disminucion del 50% en la concentracion del IBP
una vez han pasado 80 min, debido probablemente a que en presencia de
irradiacion solar se activa el proceso catalitico por parte del nanocomposito. Sin
embargo, se hace la salvedad que en los primeros 20 min, la cantidad de IBP
extraido es la misma para ambos casos (30%), ya que durante ese momento ocurre

un equilibrio adsorcidon/desorcion. Adicionalmente no se observa un cambio
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significativo en la banda de absorcion de 221 nm, durante el desarrollo del

experimento.

Figura 7. Curva de degradacion del IBP bajo diferentes condiciones y el espectro UV-vis del IBP a
los 120 min de reaccion (Luz + 4 mg rGO@Au)
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En el presente apartado se realizaron 3 pruebas, cada una de ellas con 3 réplicas
para un total de 12 experimentos, con el fin de evaluar la eliminacion del IBP bajo la
accion del rGO@Au y como la concentracion de este incide en dicho proceso.

En la figura 8 se observa que la concentracion del nanocomposito posee una
relacién directamente proporcional con la disminucion de la concentracion del IBP.
El aumento del valor de la pendiente en los primeros 40 min sugiere que al comienzo
del proceso hay una mayor disponibilidad de los sitios activos en la superficie del
nanocomposito a los cuales las moléculas de IBP pueden acceder sin dificultad. De
igual manera, cuanto mayor es la concentracion del rGO@Au superior sera el
numero de sitios activos, por tanto, aumentara la cantidad del medicamento
adsorbido y posiblemente degradado. Adicionalmente esto evidencia que no existen

limitaciones difusionales en el rango de concentracion trabajado. 52
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Figura 8. Curvas de degradacion del IBP bajo diferentes concentraciones de catalizador
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3.2.3 Analisis de la degradacioén del IBP con iniciador

En la literatura se propone junto con el empleo del fototacalizador, el uso de
diferentes tipos de iniciadores de reaccion (S,05,Mn0O;, 05, H,0,) 538 para
generar radicales libres (HO', 0, ', HO;), siendo especies altamente reactivas que
poseen la capacidad de mejorar el proceso de degradacion en compuestos
organicos!’l. En el presente trabajo se emplearon 10 pL de peroxido de hidrégeno
(0,58 g/L), ya que este es un iniciador ecoldgico puesto que su descomposicion

genera solamente agua y oxigeno.

De igual forma, se continué observando el comportamiento de la degradacion del
farmaco empleando espectroscopia UV-vis, cambiando la concentracién del
nanocomposito (0, 2, 4 y 6 mg) y adicionando el iniciador de reaccion anteriormente
mencionado. En la figura 9 se aprecia el cambio de la concentracion del IBP con
respecto al tiempo, bajo las condiciones anteriormente mencionadas. En dicha
figura se muestra que el peréxido de hidrogeno en la concentracion utilizada no
genera por si mismo una oxidacién significativa del contaminante 9. Sin embargo,
estos resultados no son fiables, ya que como se observa en el espectro UV-vis del
IBP transcurridos 120 min (figura 9), la banda de absorcién se encuentra
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cambiando, impidiendo la identificacion del pico correspondiente a 221 nm, debido
probablemente a que los subproductos generados durante la degradacidn absorben
radiacion en el mismo rango de longitud de onda del IBP, haciendo que las sefiales
se traslapen. Por tal motivo, la reaccion no puede ser seguida por la técnica
empleada.

Se ha recomendado en otros estudios el empleo de HPLC para concentraciones
inferiores a 6 mg/L, dando resultados mas confiables a la hora de determinar si se
presentaron procesos de degradacion o adsorcion [ 1231, (601, [61]

Figura 9. Curva de degradacion del IBP bajo diferentes cantidades de catalizador mas la adicion 10
uL de H,0, y el espectro UV-vis del IBP a los 120 min de reaccién (H,0, + 6 mg rGO@Au)
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3.3 ANALISIS DE LA GENERACION DE SUBPRODUCTOS DE DEGRADACION
DEL IBP POR HPLC y MS

3.3.1 Analisis de subproductos por HPLC. En la figura 10 se presenta el
cromatograma de la solucion acuosa de IBP y perdxido de hidrogeno, apreciandose
tres picos sobresalientes, de los cuales el primero corresponde al peroxido de
hidrogeno y el tercero al IBP, con tiempos de retencion de 1,53 y 4,70 min
respectivamente. Ademas, el pico 2 es atribuido posiblemente al acetonitrilo, puesto
que este absorbe energia en la longitud de onda empleada, asi como impurezas
presentes en el farmaco, ya que este no es de grado analitico. En la Figura 10
también se presenta la curva de calibracidn que relaciona el area bajo la curva de
la intensidad (pico 3) con respecto al cambio en la concentracién, donde se observa
que dicho ajuste lineal posee un coeficiente de regresién adecuado.

Figura 10. Cromatograma representativo de una solucién acuosa de IBP y el perdxido de hidrégeno
a una concentracion de 20 mg/L junto con su respectiva curva de calibracion
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Con el fin de proporcionar un analisis mas exhaustivo del proceso de remocion del

IBP y formacion de los subproductos, se sometio el farmaco a la degradacion
fotocatalitica con una concentracion inicial de 10 mg/L durante 120 min, tomando
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alicuotas con base en los tiempos donde el comportamiento no siguié una tendencia
definida (figura 9), los cuales son 15, 30, 60, 80 y 120 min. En la figura 11 se observa
el cambio de la concentracion relativa del IBP (C/Co) utilizando dos cantidades
diferente de nanocomposito bajo la luz solar y 10 yL de H,0,, donde después de 30
minutos de reaccion bajo luz visible ocurriéo una remocion del IBP de 72 y 81%
empleando 2 y 6 mg de rtGO@Au, respectivamente. Transcurrido este tiempo no se

presentaron disminuciones significativas en la concentracién del medicamento.

No obstante, en los resultados de cromatografia no se evidenciaron nuevos picos
que pudieran demostrar la existencia de subproductos secundarios que se
estuviesen formando durante el proceso de degradacion (ANEXO D), esto debido a
tres posibilidades. La primera es que se esté dando la mineralizacion del
contaminante, lo que conlleva a que la molécula de IBP se convierta en CO, y H,0.
Otro proceso que se puede estar presentando es el aumento de los sitios habiles
para el proceso de adsorcion, sin que se estén dando procesos de degradacion
secundaria y por ultimo podria deberse a que las condiciones del analisis no
permiten hacer un control o una observacion precisa de los contaminantes

secundarios, ya que no se cuenta con otros tipos de detectores.

Figura 11. Seguimiento de la dinamica de eliminacion del IBP por HPLC, en una solucién acuosa
con peréxido de hidrégeno
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Con el fin de corroborar alguna de las hipétesis anteriormente planteadas, una vez
terminada la prueba de degradacion con 6 mg de rGO@Au se extrajo el
sobrenadante por medio de centrifugacion, después se realizé un lavado del
nanocomposito con metanol durante 3h, con el fin de retirar la cantidad de IBP
adsorbido por el catalizador. Posteriormente, la solucién restante fue secada al
vacio en el transcurso de 4h para finalmente afiadir 25 mL de agua, con el objetivo
de mantener la condicion inicial. Esta disolucion fue analizada por HPLC bajo el
mismo protocolo, dando como resultado que la reduccion en la concentracion del
IBP en 81% solo el 25% corresponde a lo adsorbido por el catalizador y el 56% a lo
degradado. Por tanto, si se continua por mas tiempo la reaccion podria disminuir
este porcentaje de adsorcion y aumentar el de degradacion. Por otro lado, cuando
se hace la prueba en oscuridad ocurre una disminucién en la concentracion del IBP
del 63% una vez ha transcurrida la primera hora del proceso, de ahi en adelante no
se presentan variaciones significativas. En este caso, el cambio en la concentracion
se debe en su totalidad al proceso de adsorcion, el cual alcanza su equilibro una
vez han pasado 60 min del proceso.

Esta alta capacidad fotocatalitica del nanocomposito se debe a que cuando las
nanoparticulas se encuentran en contacto directo con la luz solar ocurre un efecto
sinérgico entre el 6xido de grafeno reducido y las nanoparticulas de oro. Ya que el
rGO ademas de su gran capacidad de adsorcién posee ventajas como una alta
superficie, buena conductividad y movilidad de electrones 52 1621, 1631 haciendo que
dicho compuesto sea un sustrato adecuado para las nanoparticulas de oro, las que
son responsables principalmente del proceso fotocatalitico. Las nanoparticulas de
oro pierden su capacidad catalitica cuando no se encuentran sobre un sustrato, ya
que se aglomeran 4. Por otra parte, la presencia del peréxido de hidrégeno en la
reaccion produce una mayor densidad de especies oxidantes (OH~,H,0°,03)

responsables de la degradacion del farmaco 1301,
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3.3.1 Analisis de subproductos por MS. Con el fin de corroborar finalmente que
proceso predomina (adsorciéon o degradacion) en la disminucion de la concentracion
del IBP empleando el nanocomposito rGO@Au se procedié a hacer un analisis
cualitativo mas profundo. En la figura 12 se observa el espectro de masas del IBP
recristalizado en el tiempo cero y transcurrido 120 minutos del experimento. Dicha
figura muestra la sefial del ion molecular que corresponde a m/z = 206.6
[C13H,50,]" 5. Sin embargo, el pico que posee mayor intensidad pertenece a
m/z = 223.6 [C,3H,30, + H,0]" la cual es una molécula de IBP hidratada
producto del proceso de separacion del componente activo de los demas
compuestos de la pastilla. Adicionalmente, se muestra la gran disminucién en la
intensidad del pico base, la cual se debe al descenso de la concentracion del IBP.
Finalmente, la ausencia de nuevos picos en el espectro de masas transcurridos 120
min de degradacion, muestra que el IBP fue mineralizado, corroborandose lo
encontrado por HPLC.

Finalmente, lo resultados de HPLC y MS evidencian que la no presencia de
productos de degradacion, muestran que del total de la concentracion de IBP
removido utilizando 6 mg rGO@Au y transcurrido 2 horas de reaccion, el 69% fue
mineralizado. Lo cual es un resultado positivo, debido a que el empleo de otros
catalizadores como el TiO,, conlleva a la formacién de subproductos mas

recalcitrantes que el compuesto inicial 22} [26. [37],
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Figura 12. Espectro de masas del IBP recristalizado
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4. CONCLUSIONES

Se extrajo satisfactoriamente el principio activo del IBP a través del protocolo de re-
cristalizacién empleado, permitiendo un 81% de eficiencia en la recuperacién del
ibuprofeno. A través de la caracterizacion del compuesto por espectroscopia
infrarroja y UV-vis se corroboro la eficiencia del protocolo de re-cristalizacion.

La elevada actividad fotocatalitica del nanocomposito, rtGO@Au, con el iniciador es
debido a la sinergia entre la capacidad de adsorcidén del 6xido de grafeno, la de
degradacion del oro y el aporte de radicales hidroxilo por parte del peroxido de
hidrogeno.

La adicién de un iniciador al comienzo de la reaccion (H,0,) afecta positivamente el
proceso, ya que se logran concentraciones de contaminante removidos mas altas

que los alcanzados sin la utilizacion del peroxido de hidrogeno.
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5. RECOMENDACIONES

e Se recomienda hacer un seguimiento minuto a minuto de la degradacion
empleando un espectrometro de masas, con el fin de conocer algunos

subproductos con tiempos de vida cortos.
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ANEXOS
Anexo A. Registro fotografico del montaje para re-cristalizaciéon de IBP

Figura A1. Maceracion de capsulas genéricas de IBP 800 mg Genfar

Figura A2. a) Disolucén de medicamento en acetato de etilo bajo agitacion (160
rpm) y temperatura (60°C). b) Filtracion de excipientes
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Figura A3. a) Nucleacion del IBU, b) IBP Re-cristalizado
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Anexo B. Caracterizacion del IBP por espectroscopia infrarroja

En el anexo B, se presenta el espectro infrarrojo del IBP una vez fue recristalizado,

junto con los valores de numero de onda para los picos en los cuales la

transmitancia es alta.

Figura B1. Espectro Infrarrojo de IBP puro [SIGMA-ALDRICH]
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Anexo C. Curva de calibracion IBP en una soluciéon acuosa con peroéxido de

hidrégeno.

El anexo C, corresponde a la curva de calibracién hecha mediante espectroscopia
UV-vis. Con el fin de calcular la concentracion del farmaco a medida que ocurre el

proceso de extraccion.
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Anexo D. Cromatograma del IBP bajo diferentes tiempos de degradacion.
A Continuacion, se muestra los cromatogramas transcurrido 60, 120 y 180 min de

puesta en marcha el experimento. lgualmente se observa que no se presenta
ninguna sefial nueva correspondiente a algun producto de degradacion.
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Anexo E. Espectro de masas del IBP

A continuacién, se observa los espectros de masas para un rango de m/z mas
amplio que el mostrado en la seccion 3.3.1. Adicionalmente se muestra la gran
disminucién en la intensidad del pico base, en contraste con el valor casi contante

de las demas sefales, las cuales se deben a contaminacioén al interior del equipo.
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